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論　文　の　内　容　の　要　旨
本研究では，食品残渣である豆腐オカラを利活用する視点から，新規機能性食品の開発を行うために，
豆腐オカラを用いて，ナットウキナーゼ（NK）の生産を試み，最適発酵条件を検討し，実用レベルの生産
プロセスを確立した。さらに，動物実験レベルによる抽出した粗 NK の高脂血症降下作用及び抗酸化作用に
ついて，検討した。
まず，豆腐オカラを用いて，UV 突然異変誘導法による高 NK を生産するための最適納豆菌種を検討した。
UV を用い，納豆菌浮遊液を直接に照射し，フィブリン分解活性の評価による方法は，簡便で，成功率も高
かった。豆腐オカラを培地とし，納豆菌の馴養を行ったところ，得られた納豆菌を用いた豆腐オカラ発酵物
の NK の活性が高かった。また，選択された菌株 XBl，XB7 について，豆腐オカラの納豆発酵に最適な納豆
菌種として利用できることが判明した。
次に，豆腐オカラ，大豆粕，麦ふすまなどの食品残渣を用いて，最適培地を検討し，異なる炭素源及び
窒素源で発酵を行い，最適 C/N 比を得ることにより，発酵材料を確立した。また，最適培地を用いて，納
豆菌で固体培養し，発酵影響要因についても調べ，食品残渣から納豆菌発酵条件の最適化を確立した。結果
として，豆腐オカラ，大豆粕，麦ふすまなどは，大豆に代替して，NK 生産の材料として適切であったこと
がわかった。発酵材料の最適配合はオカラ，大豆粕，麦ふすま，それぞれ 5：2：2 であった。24 時間培養
した種菌，発酵材料の水分率 73％，接種サイズ 10％，発酵温度 37℃，発酵時間 20 時間が最適発酵条件であっ
た。発酵させた活性は 2855.3 IU/g に達し，市販の納豆よりやや 2 倍ほど高かった。
硫酸アンモニウム抽出法とエタノール沈殿法による最適な粗 NK 抽出，精製方法を検討したところ，エ
タノール沈殿法には生産プロセスが簡単で，連続生産性があり，コストが低く，環境を汚染しないという特
徴を有するため，本研究では，この方法により抽出を行った。抽出した粉末の NK 活性は 20,000IU/g，回収
率は 73.5％に達した。
最後に，上記の方法により抽出した粗 NK を用い，高脂血症降下作用の動物実験を行い，粗 NK による高
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脂血症のラットの血中脂質の降下及び抗酸化作用について調べた。粗 NK には，被験ラットの高脂血症に対
して，著しい予防，治療効果が見られた。また，NO，SOD の濃度を上昇させるとともに，MDA の濃度も
降下させた。さらに，血管内膜が保護され，細胞の抗酸化機能が増強されたことが確認できた。
上記の結果は，今後，食品産業廃棄物を利活用し，豆腐オカラなどの食品残渣を用いた NK の生産原料
に関する研究に役立つと考える。また，納豆菌を発酵し，発酵物から粗 NK の抽出物は高脂血症降下の予防
や治療のための機能性食品や医薬素材の開発にも期待できる。
審　査　の　結　果　の　要　旨
豆腐オカラを用いて，UV 突然異変誘導法による高 NK を生産するための最適な納豆菌種を検討した。
UV を用い，納豆菌浮遊液を直接に照射し，フィブリン分解活性の評価による方法は，簡便で，成功率も高
かった。豆腐オカラを培地とし，納豆菌の馴養を行ったところ，得られた納豆菌を用いた豆腐オカラ発酵物
の NK の活性が高かった。また，選択された菌株 XBl，XB7 について，豆腐オカラの納豆発酵に最適な納豆
菌種として利用できることが判明された。
次に，豆腐オカラ，大豆粕，麦ふすまなどの食品残渣を用いて，最適培地を検討し，異なる炭素源及び
窒素源で発酵を行い，最適 C/N 比を得ることにより，発酵材料が確立された。また，最適培地を用いて，
納豆菌で固体培養し，発酵影響要因についても調べ，食品残渣から納豆菌発酵条件の最適化が確立された。
結果として，豆腐オカラ，大豆粕，表ふすまなどは，大豆に代替して，NK 生産の材料として適切であった
ことがわかった。発酵材料の最適配合はオカラ，大豆粕，麦ふすま，それぞれ 5：2：2 であった。24 時間
培養した種菌，発酵材料の水分率 73％，接種サイズ 10％，発酵温度 37℃，発酵時間 20 時間が最適発酵条
件であった。発酵させた活性は 2855.3IU/g に達し，市販の納豆より 2 倍程度高かった。
硫酸アンモニウム抽出法とエタノール沈殿法による最適粗 NK 抽出，精製方法を検討したところ，エタノー
ル沈殿法には生産プロセスが簡単で，連続生産性があり，コストが低く，環境を汚染しないという特徴を有
するため，この方法により抽出を行った。抽出した粉末の NK 活性は 20,000IU/g，回収率は 73.5％に達した。
最後に，上記の方法により抽出された粗 NK を用い，高脂血症降下作用の動物実験を行い，粗 NK による
高脂血症のラットの血中脂質の降下及び抗酸化作用について検討した。粗 NK には，被験ラットの高脂血症
に対して，著しい予防，治療効果が見られた。また，NO，SOD の濃度を上昇させるとともに，MDA の濃
度も降下させた。さらに，血管内膜が保護され，細胞の抗酸化機能が増強されることが確認された。
以上により，食品残渣である豆腐オカラを利活用する視点から，新規機能性食品の開発を行うために，
豆腐オカラを用いて，NK の生産を試み，最適発酵条件を検討し，実用レベルの生産プロセスが確立された。
さらに，動物実験レベルによる抽出した粗 NK の高脂血症降下作用及び抗酸化作用について解明され，新し
い知見が得られたことから，納豆菌を発酵し，発酵物から粗 NK の抽出物が高脂血症降下の予防や治療のた
めの機能性食品や医薬品素材の開発に寄与していることが高く評価される。
よって，著者は博士（生物工学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
